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ES2975136T3

DESCRIPCION
Moduladores alostéricos negativos de MGLURS para uso en el tratamiento de dafios cerebrales maduros
Campo de la invencién

La presente invencion se refiere al uso de Moduladores Alostéricos Negativos (NAM) del Receptor
Metabotrépico de Glutamato subtipo 5 (mGIuRS5) en el tratamiento del dafio cerebral maduro, que es un dafio
cerebral que no progresa mas y en donde la muerte celular en el cerebro ha disminuido y el tratamiento
neuroprotector ya no es efectivo, en donde dicho dafio cerebral maduro ha sido causado por un accidente
cerebrovascular, que ha resultado en un trastorno posterior al accidente cerebrovascular que es una disfunciéon
sensorial y motora.

Antecedentes

El glutamato, que es un neurotransmisor en el sistema nervioso central de los mamiferos, interacciona con
diferentes receptores de glutamato. Algunos de estos receptores son los receptores metabotrépicos de
glutamato (MGIUR), de los cuales existen ocho subtipos diferentes divididos en tres grupos. El grupo | incluye,
entre otros, el subtipo 5, mGIuRS.

Un modulador alostérico es una sustancia que modula indirectamente los efectos de otra sustancia
(habitualmente, un ligando, que puede ser un agonista o antagonista, y en el presente caso glutamato) en una
proteina diana, tal como un receptor y en este caso especifico el subtipo 5 del receptor metabotrépico de
glutamato. Los moduladores alostéricos se unen a un sitio en el receptor distinto del sitio o sitios de unién
ortostéricos, que son los sitios de unién al ligando del receptor para agonistas o antagonistas. A menudo, el
modulador alostérico induce un cambio conformacional dentro de la estructura de la proteina. Un modulador
alostérico negativo (NAM) es un atenuador, y un modulador alostérico positivo (PAM) es un potenciador de los
efectos de la otra sustancia que actla en el o los sitios ortostéricos. Un NAM de mGIuR5 modula la unién del
glutamato al subtipo 5 del receptor de glutamato. Por tanto, un NAM de mGIuR5 no es equivalente a un
antagonista del subtipo 5 del receptor metabotrépico de glutamato.

En estudios experimentales, se ha mostrado anteriormente que al menos algunos NAM de mGIuRS, tal como
2-metil-6-feniletinilpiridina (MPEP), tienen una accién neuroprotectora cuando se administran poco después de
una lesién cerebral. Sin embargo, segun estos estudios anteriores, el tratamiento debe iniciarse muy temprano
después de que se haya producido la lesién, en un lapso de tiempo que va desde minutos hasta 4 horas
después de la lesion. Ademas, los datos son contradictorios, algunos muestran proteccién cerebral mediante
antagonistas de mGIuR5 y NAM de mGIuRS, mientras que otros demuestran el efecto opuesto o proteccidn
mediante agonistas de mGIuR5. Por lo tanto, la ventana de tiempo terapéutica neuroprotectora de los NAM de
MGIuRS5 es estrecha y presumiblemente refleja la inhibicidn de la excitotoxicidad aguda durante la agresion.

El documento US 2006/0030559 A1 divulga compuestos para su uso en el tratamiento de enfermedades
mediadas por los receptores metabotrépicos de glutamato (mGIuR), tales como ansiedad, dolor crénico y
agudo, proteccién contra dafio hepatico, incontinencia urinaria, obesidad, X fragil y autismo, enfermedad de
Alzheimer, epolepsia, esquizofrenia, isquemia, corea de Huntington, esclerosis lateral amiotréfica (ELA),
demencia causada por el SIDA y enfermedad de Parkinson.

Zhang, Lei et al, Journal of Medicinal Chemistry, 2014, vol.57, p.861-877 divulga los compuestos SINOOS,
SINO11 y Sin014 como moduladores alostéricos negativos de mGIuRS5.

Jeaschke, Georg et al, Journal of Medicinal Chemistry, 2015, vol.58, p. 1358-1371 divulga los compuestos
SINO10 y SINO14 como moduladores alostéricos negativos de mGIuR5.

El documento WO 02/068417 A2 divulga antagonistas de mGIuR5 para el tratamiento de accidente
cerebrovascular, traumatismo craneoencefélico o lesién isquémica.

El documento WO 2009/076529 A1 divulga una serie de antagonistas de mGIuRS5 para su uso en el tratamiento
del accidente cerebrovascular isquémico y otros trastornos relacionados con el SNC y el cerebro.

Szydlowska et al, European Journal of Pharmacology, Elsevier Science (2006), vol. 554, p. 18-29 divulga el
efecto neuroprotector de los antagonistas de mGIuRS MPEP y MTEP en ratas.

Compendio de la invencién

La invencién se define por las reivindicaciones. Cualquier materia que quede fuera del alcance de las
reivindicaciones se proporciona solo con fines informativos
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La presente invencién se refiere a un modulador alostérico negativo (NAM) del receptor metabotrépico de
glutamato 5 (mGIuRS) para su uso en el tratamiento del dafio cerebral maduro, que es un dafio cerebral que
no progresa mas y en donde la muerte celular en el cerebro ha disminuido y el tratamiento neuroprotector ya
no es efectivo, en donde dicho dafio cerebral maduro ha sido causado por un accidente cerebrovascular, que
ha resultado en un trastorno posterior al accidente cerebrovascular que es una disfuncién sensorial y motora.
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Descripcion detallada de la invencién

Como ya se menciond, la presente invencién se refiere al uso de Moduladores Alostéricos Negativos (NAM)
del receptor metabotrépico de glutamato subtipo 5 (mGIuRS5) en el tratamiento de un dafio cerebral maduro. El
experto sabe que existen varios NAM diferentes de mGIuR5. En la Tabla 1, a continuacién, se enumeran
ejemplos de moduladores alostéricos negativos (NAM) del receptor metabotrépico de glutamato subtipo 5
(MGIuRS5) que se han descrito anteriormente y que pueden usarse de acuerdo con la presente invencién. En
la Tabla 1, los diferentes NAM se han agrupado en dos quimiotipos; algunos compuestos pertenecen a la serie
de los alquinos, es decir, compuestos con una estructura principal acetilénica, y otros a la serie no alquino, es
decir, compuestos con una estructura principal no acetilénica. Todos los compuestos que pertenecen a la serie

de los alquinos tienen la estructura generalizada:

A2

Hi

en donde el significado de R1y Rz, respectivamente, proviene de la Tabla 1.

Tabla 1. Nombres y estructuras quimicas de NAM de mGluR5 conocidos

Serie alquino
Nombre(s) Nombre quimico Técnica anterior que | Estructura quimica
comercial(es) _ divulga el compuesto
AFQ056 Ester metilico del acido | Cole P. Drugs of the
Mavoglurant (3aR,4S,7aR)-octahidro-4-hidroxi-4- | Future 37:7 o
SINO11 [2-(3-metilfenil)etinil]-1H-indol-1- H(\N‘fg
carboxilico ==
= HO
RG7090 2-cloro-4-((2,5,-dimetil-1-(4- US 2012-035222
Ro4917523 fluorofenil))-1H-imidazol-4- ‘/,\‘T/F
Basimglurant iletinil)piridina 7 _ﬂm)/\N/Lv
SIN014 =/ N
CTEP SINO13 2-cloro-4-((2,5,-dimetil-1-(4- Lindemann et al.
fluorofenil))-1H-imidazol-4- 339:474 (2011) s )"‘ﬁi
il)etinil)piridina e
Jetinil)p “g}“:”;“ 24
Ci
STX107 3-fluoro-5-(5-((2-metiltiazol-4- Zhou H et al. Bioorg
SINO17 il)etinil)piridin-2-il)benzonitrilo Med Chem Lett 23:1398 . o ,,(N
2013 5\' =N TN
(2013) Py “{
ADX-48621 6-fluoro-2-[4-(piridin-2-il)-3 Sciamanna G et al,
Dipraglurant butinilimidazo[1,2-a]piridina Neuropharmacology e
SIN008 85:440 (2014) @ = N”J\:j
GRN-529 ((4-difluorometoxi-3-(piridin-2- US 2010-0273772
iletinil)fenil)5H-pirrolo[3,4-b]piridin- @ o
6(7H)-ilmetanona) NMJLN B
F)\OI‘)\/ ‘Q\;/)
MFZ 10-7 3-fluoro-5-[(6-metilpiridin-2- Keck TM et al, ACS
il)etinillbenzonitrilo Med Chem Lett 3:544 [fr
(2012) TN R o
P
I
MRZ-8676 6,6-dimetil-2-feniletinil-7,8-dihidro- Dekundy et al.,
6H-quinolin-5-ona etinilJoenzonitrilo | Neurotransmission o
Neurotransmission :L@\\
118:1716 (2011) \\«%
Biol. 19:195 (2012) hd
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Ligandos no alquinos

Nombre(s) Nombre quimico Técnica anterior que | Estructura quimica
comercial(es) divulga el compuesto
Fenobam N-(3-clorofenil)-N0O-(4,5-dihidro-1- Porter RH, J Pharmacol
SINO10 metil-4-oxo-1H-imidazol-2-il)urea Exp Ther 315:711 o ,\kj g4
(2005) TR
1-(5-Cloro-3-tienil)-3-(1-metil-4-oxo- | Jaeschke G et al
2-imidazolin-2-il)urea) Bioorg, Med Chem Lett &
chH N
17:1307 (2007) N
& ) ,’Z{'{\O
5
(6-metil-piridin-2-il)-amida del acido | Cecarelli et al. Bioorg
2-0x0-2,3-dihidrobenzooxazol-4- Med Chem Lett 17, H
carboxilico 1302 (2007) ’NWN o
& 0 ﬁh&o
AZD-6538 3-fluoro-5-(3-(5-fluoropiridin-2-il)- Raboisson P et al,
SINO15 1,2,4-oxadiazol-5-il)benzonitrilo Bioorg, Med Chem Lett | e O:';\(N\
22:6974 (2012) ,r: NN g
£
AZD-9272 6-[5-(3-ciano-5-fluorofenil)-1,2,4- Raboisson P et al,
oxadiazol-3-il]piridin-3-carbonitrilo Bioorg, Med Chem Lett | « 0\“‘?\‘ Nes
22:6974 (2012) @LN)‘ Lo
1
3-Fluoro-5-(2-(piridin-2-il)-7,8- Burdi et al, J Med
dihidro-4H-oxazolo[4,5-clazepin- Chem. 53, 7107 (2010) @\(o
5(6H)-il)benzonitrilo =N
£
VU0431316 4-cloro-N-(6-(pirimidin-5- Bates BS et al., Bioorg
iloxi)pirazin-2-il)picolinamida Med Chem 24:3307 rJ“R
(2014) Ny
54}\!\«‘ Q
NJ\N 5 G
A Naw !
VU0366058 2-[(1,3-benzoxazol-2-il)amino]-4-(4- | Mueller R et al. Chem
fluorofenil)pirimidin-5-carbonitrilo Med Chem  7:406 RN
R\
(2012) 3
C o

(1R,2R)-N-(4-(6-isopropilpiridin-2-il)-
3-(2-metil-2H-indazol-5-il)isotiazol-
5-il)-2-
metilciclopropanocarboxamida

Hou J et al., Bioorg Med
Chem Lett 23:1249
(2013)

WO 2007/072095
Nogradi K et al., Bioorg
Med Chem Lett 24.3845
(2014)

Weiss JM et al, Bioorg,
Med Chem Lett 21:4891
(2011)

6-bromo-pirazolo[1,5-a]pirimidin-2-
il)-(1-metil-3,4-dihidro-1H-
isoquinolin-2-il}-metanona

WO 2011/064237
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Panka C et al., Bioorg
Med Chem Lett 20:184

Ao
(2010) LY
H

GSK221 0875 N-fenilcarbamato de [(1R)-1-(6- | Pila M et al, Bioorg

metil-[1,3]tiazolo[2,3-e] [1,2,4]triazol- | Med Chem Lett 20:7521 g”\}ws i

- i NN Ao e
5-il)etilo] (2010) \})\/ \g @
[3-(3-fluoro- WO 2010/011570 A1
benoilamino)adamantan-1-il]-amida g N
del acido 5-metil-pirazina-2- Lf; ﬁ% \]\
carboxilicoasi como 6 derivados del Mt N
mismo 0=

O

F

El experto también esta familiarizado con los métodos de ensayo que pueden usarse para decidir si un
compuesto especifico es 0 no un NAM de mGIuRS. Los ejemplos de tales métodos de ensayo (Vranesic et al,
(2014) Bioorg. Med. Chem, 22:5790-5803) son desplazamiento de radioligando (Gasparini et al, (2002) Bioorg
Med Chem Lett, 12:407 -409), inhibicidén de la movilizacién de Ca?* celular (Widler et al, (2010) J. Med. Chem,
53:2250-2263), e inhibicién de la hidrélisis de inositolfosfato (Litschig et al., (1999) Mol. Pharm, 55:453-461),
ensayos

En algunas realizaciones de la presente invencidn, el NAM usado se selecciona del grupo que consiste en los
siguientes compuestos:

O

>y s
I
NN
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En algunas realizaciones, el NAM usado es:
]
N0 ‘
N a ﬁ Ci

15 que se indica como SINO10 en los Ejemplos siguientes.

En algunas realizaciones, el NAM usado es:
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que se indica como SINO14 en los Ejemplos siguientes, y que es un analogo cercano al compuesto indicado
como SINO13 en los Ejemplos siguientes.

En algunas realizaciones, el NAM usado es:

que se indica como SINO11 en los Ejemplos siguientes.

En algunas realizaciones, el NAM usado es:

que se indica como SINOO8 en los Ejemplos siguientes.

En algunas realizaciones, el NAM usado es:
GMN Nw
N/
gy,
e

E]

que se indica como SINO15 en los Ejemplos siguientes.

En algunas realizaciones, el NAM usado se selecciona del grupo que consiste en sales y solvatos
farmacéuticamente aceptables de cualquiera de los 20 compuestos especificos mencionados anteriormente.

En este contexto, sal farmacéuticamente aceptable significa una sal de un NAM segun la invencién, que no
causa irritacién significativa a un paciente al que se administra y no anula la actividad biolégica y las
propiedades del compuesto.

Los solvatos de los compuestos descritos en la presente memoria se pueden usar con el fin de alterar las
propiedades quimicas y fisicas, tales como punto de fusion, reactividad quimica, solubilidad aparente,
velocidad de disolucién, propiedades épticas y eléctricas, presién de vapor y densidad. Si el disolvente
incorporado es agua, los solvatos también se conocen cominmente como hidratos.

En algunas realizaciones, es posible usar un compuesto que, al administrarse a un ser humano, se metaboliza
a cualquiera de los NAM mencionados anteriormente. EIl NAM segun la invenciéon se utiliza entonces
indirectamente.

Dado que estos compuestos se conocen previamente, el experto sabe cémo sintetizarlos.

Segun la presente invencién, el NAM de mGIuRS5 se utiliza en el tratamiento de un dafio cerebral maduro.
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En el contexto de la presente invencién, el término "dafio cerebral maduro” se refiere a cualquier dafio cerebral
o lesion cerebral establecido y que, por lo tanto, no progresa més. Esto ocurre una vez que la muerte celular
en el cerebro ha disminuido. El dafio cerebral, o lesién cerebral, estd relacionado con la destruccién o
degeneracion de las células cerebrales, y puede estar causado por una serie de diferentes afecciones,
enfermedades y/o lesiones, y en el contexto de la presente invencion el término dafio cerebral incluye dafios
cerebrales tanto iatrogénicos como no iatrogénicos.

En algunas realizaciones, el dafio cerebral maduro puede haber sido causado por un accidente
cerebrovascular. El accidente cerebrovascular puede seleccionarse del grupo que consiste en accidente
cerebrovascular isquémico, accidente cerebrovascular hemorragico y ataque isquémico transitorio. En el caso
de un accidente cerebrovascular hemorragico, que puede estar causado por hipertensién o por la rotura de un
vaso sanguineo debilitado, incluidos aneurismas y malformaciones arteriovenosas.

El dafio cerebral maduro causado por un accidente cerebrovascular puede haber progresado a una o mas
afecciones o trastornos seleccionados del grupo que consiste en deterioro cognitivo, disfuncién
sensoriomotora, depresién o fatiga. El deterioro cognitivo puede abarcar déficits de atenciéon, memoria y
memoria de trabajo, juicio y evaluacién, razonamiento y "coémputo", resolucién de problemas y toma de
decisiones, y comprensién y produccién de lenguaje, y puede implicar una o més afecciones seleccionadas del
grupo que consiste en afasia, disfunciéon de la memoria y negligencia hemiespacial.

En algunas realizaciones, el dafio cerebral maduro ha sido causado por un paro cardiopulmonar, una lesién
cerebral aguda, una lesion cerebral traumatica (TBI), cirugia, radiacién, demencia vascular, ataque epiléptico,
vasoespasmos cerebrales, y/o hipoxia del cerebro como resultado de un paro cardiopulmonar o casi
ahogamiento.

Cuando el NAM de mGIuRS segun la invencidén se administra a un paciente que sufre un dafio cerebral maduro,
conducira a una recuperacion mejorada de la funcién cerebral del paciente, en comparacién con cémo seria la
situacién sin la administracién del NAM. El tratamiento segun la presente invencidn debe iniciarse una vez que
se haya producido un dafio cerebral maduro. Una vez que el dafio cerebral o la lesién cerebral no progresan
mas, la muerte celular en el cerebro ha disminuido y el tratamiento neuroprotector ya no es efectivo. Por tanto,
el tratamiento segun la presente invencién se iniciard una vez que un tratamiento neuroprotector ya no tenga
ningln efecto significativo sobre el dafio. Por lo tanto, en algunas realizaciones, el tratamiento no se iniciara
hasta que hayan pasado al menos 4 horas desde que se produjo el dafio cerebral agudo. En algunas
realizaciones, el tratamiento se inicia no antes de 5 horas después de que se haya producido el dafio cerebral
agudo. En algunas realizaciones, el tratamiento se inicia no antes de 6 horas después de que se haya producido
el dafio cerebral agudo. En algunas realizaciones, el tratamiento se inicia no antes de 8 horas después de que
se haya producido el dafio cerebral agudo. Cuando el dafio cerebral agudo, tal como un accidente
cerebrovascular agudo, se trata con un agente trombolitico, es decir, con terapia fibrinolitica, o0 mediante la
eliminacién mecénica de la oclusién que impide el flujo sanguineo en las arterias cerebrales, el momento del
inicio del tratamiento segln la invencién puede coincidir con la finalizacidén de la terapia fibrinolitica o después
de la eliminacién mecanica de la oclusién. Cuando se utiliza la recanalizacién - ya sea farmacolégica o
quirdrgica - el tratamiento segln la invencién puede iniciarse cuando se realiza la recanalizacién o poco
después.

Cuanto antes se inicie el tratamiento, mejor. Sin embargo, también es posible iniciar el tratamiento mucho
después de que se haya establecido el dafio cerebral agudo, es decir, mucho después del dafio o lesidn
cerebral inicial que dio lugar al dafio cerebral maduro. Es posible iniciar el tratamiento dias, semanas, meses
o incluso afios después del establecimiento del dafio cerebral maduro. Este inicio posterior del tratamiento
seguln la invencion es similar a cuando se podria considerar la fisioterapia regular incluso durante las ultimas
etapas de un dafio cerebral maduro.

El tratamiento segun la invencién puede durar toda la vida. Alternativamente, el tratamiento puede continuarse
durante 2-7 dias, durante 2-4 semanas, durante 2-4 meses o durante uno o algunos afios.

El tratamiento segun la invencién se puede combinar con una o mas terapias diferentes. Por ejemplo, se puede
combinar con estimulaciéon magnética transcraneal (Pollock et al, (2014) Interventions for improving upper limb
limb function after stroke (review), Chocrane Database Sys Rev, 12:11). Alternativamente, el tratamiento segln
la invencién se puede combinar con estimulacién cerebral eléctrica (Pollock et al, 2014), dicha estimulacién
eléctrica puede ser anddica o catédica. El tratamiento segun la invencién también puede combinarse con
fisioterapia, entrenamiento de rehabilitacion que incluye realidad virtual asistida por computadora o
entrenamiento y terapias asistidas por roboética (Laffont et al. Annals of Physical and Rehabilitation Medicine
(2014) 57:543-551). Dicha fisioterapia puede ser una terapia inducida por restricciones. Esto se analiza con
méas detalle en el Ejemplo 2.

El término "tratamiento” utilizado en la presente memoria se refiere al tratamiento con el fin de curar o aliviar
una enfermedad o una afeccion.
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El término "paciente", como se usa en la presente memoria, se refiere a cualquier mamifero humano o no
humano que necesite tratamiento segln la invencion.

El término "cantidad terapéuticamente efectiva" se refiere a una cantidad que conduciré al efecto terapéutico
deseado, es decir, a un efecto beneficioso sobre el dafio cerebral maduro que se va a tratar.

El NAM segun la invencién o utilizado segln la invencién puede incluirse en una composicién o formulacién
farmacéutica. Dicha composicién puede incluir excipientes y/o adyuvantes farmacéuticos, incluidos diluyentes
y vehiculos. La composicién farmacéutica facilita la administracién del NAM segun la invencién a un paciente.
La composicién farmacéutica puede fabricarse de una manera conocida en si misma, p. €., mediante procesos
convencionales de mezclado, disolucién, granulacién, formacién de grageas, levigaciéon, emulsificacion,
encapsulado, atrapamiento o formacién de comprimidos.

La administraciéon del NAM o de la composicién farmacéutica segln la invencién puede realizarse de cualquier
manera convencional. Las vias de administracién adecuadas pueden incluir, por ejemplo, la administracién
oral, rectal, transmucosal, tépica o intestinal; administracién parenteral, incluidas las inyecciones
intramusculares, subcuténeas, intravenosas, intramedulares, asi como las inyecciones intratecales,
intraventriculares directas, intraperitoneales, intranasales o intraoculares. Los compuestos se pueden
administrar en formas de dosificacién de liberacién sostenida o controlada, para una administracién
prolongada.

En un aspecto de la invencién, se proporciona un modulador alostérico negativo (NAM) del receptor
metabotrépico de glutamato 5 (mGIURS5) para su uso en el tratamiento de un dafio cerebral maduro.

En una realizacién de este aspecto, el tratamiento da lugar a una mejora de la recuperacién de la funcidn
cerebral de un paciente que sufre un dafio cerebral maduro.

En una realizacién de este aspecto, dicho NAM se selecciona del grupo que consiste en:
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En una realizacién de este aspecto, dicho NAM se selecciona del grupo que consiste en:
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y sales y solvatos farmacéuticamente aceptables del mismo.

En una realizacién de este aspecto, dicho NAM es

y sales y solvatos farmacéuticamente aceptables del mismo.

En una realizacién de este aspecto, dicho dafio cerebral maduro ha sido causado por una afeccién
seleccionada del grupo que consiste en accidente cerebrovascular, traumatismo cerebral, paro cardiopulmonar
y lesién cerebral aguda.

En una realizacién de este aspecto, dicho dafio cerebral ha sido causado por un accidente cerebrovascular
que ha resultado en un trastorno posterior al accidente cerebrovascular seleccionado del grupo que consiste
en deterioro cognitivo, depresién, fatiga y disfuncién sensorial y motora.

En una realizacién de este aspecto, dicho tratamiento debe iniciarse una vez que un tratamiento neuroprotector
ya no sea efectivo.

En una realizacién de este aspecto, dicho tratamiento debe iniciarse después de que se haya finalizado el
tratamiento neuroprotector.

En una realizacién de este aspecto, dicho tratamiento debe iniciarse no antes de 4 horas después de que se
haya producido el dafio cerebral agudo inicial.

En una realizacién de este aspecto, el tratamiento se combina con estimulacién magnética transcraneal,
estimulacién eléctrica y/o terapias fisicas y conductuales.

En un aspecto de la invencién se proporciona un método para tratar o aliviar el dafio cerebral maduro, que
comprende administrar una cantidad terapéuticamente efectiva de un modulador alostérico negativo (NAM) del
receptor metabotrépico de glutamato 5 (mGIuRS) a un paciente que lo necesite.

En una realizacién de este aspecto, el tratamiento da lugar a una mejora de la recuperacién de la funcidn
cerebral de un paciente que sufre un dafio cerebral maduro.

En una realizacién de este aspecto, dicho NAM se selecciona del grupo que consiste en:
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y sales y solvatos farmacéuticamente aceptables del mismo.
En una realizacién de este aspecto, dicho NAM se selecciona del grupo que consiste en:
10
15
y sales y solvatos farmacéuticamente aceptables del mismo.
En una realizacién de este aspecto, dicho NAM es
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y sales y solvatos farmacéuticamente aceptables del mismo.
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En una realizacién de este aspecto, dicho dafio cerebral maduro ha sido causado por una afeccién
seleccionada del grupo que consiste en accidente cerebrovascular, traumatismo cerebral, paro cardiopulmonar
y lesién cerebral aguda.

En una realizacién de este aspecto, dicho dafio cerebral ha sido causado por un accidente cerebrovascular
que ha resultado en un trastorno posterior al accidente cerebrovascular seleccionado del grupo que consiste
en deterioro cognitivo, depresién, fatiga y disfuncién sensorial y motora.

En una realizacién de este aspecto, dicho tratamiento debe iniciarse una vez que un tratamiento neuroprotector
ya no sea efectivo.

En una realizacién de este aspecto, dicho tratamiento debe iniciarse después de que se haya finalizado el
tratamiento neuroprotector.

En una realizacién de este aspecto, dicho tratamiento debe iniciarse no antes de 4 horas después de que se
haya producido el dafio cerebral agudo inicial.

En una realizacién de este aspecto, el tratamiento se combina con estimulacién magnética transcraneal,
estimulacién eléctrica y/o terapias fisicas y conductuales.

Breve descripcion de los dibujos
En los ejemplos siguientes, se hace referencia a las figuras adjuntas, en las que:

las Fig. 1A-D ilustran el efecto del modulador alostérico negativo de mGIuR5 prototipico con una estructura
principal acetilénica: SINOO7; 3((2-metil-1,3-tiazol-4-il)etilnil)piridina; MTEP sobre la recuperacién funcional
después de un accidente cerebrovascular en ratas, en comparacién con el tratamiento con vehiculo (Vh). Fig.
1A: Recuperacion funcional tras 12 dias de tratamiento iniciado 2 dias después del accidente cerebrovascular.
Fig. 1B: Tamafio del infarto tras el accidente cerebrovascular. Fig 1C: Evolucién temporal de la recuperacion
funcional. SINOO7 (S); vehiculo (V). Fig. 1D: Se suspende la persistencia de la recuperacién después de 5 dias
de tratamiento con SIN0OO7.

las Fig. 2A-F ilustran el efecto del tratamiento con el modulador alostérico negativo de mGIuR5 prototipico
SINOOQ7 sobre la recuperacién funcional después de un accidente cerebrovascular en el ratén, en comparacion
con el tratamiento con vehiculo (Vh). Fig 2A: Recuperacién funcional tras 5 dias de tratamiento. Fig. 2b:
Tamafio del infarto tras el accidente cerebrovascular. Fig. 2C: Tratamiento de cinco dias que comienza 2 dias
(2 d) o 10 dias (10 d) después del accidente cerebrovascular. Fig 2D: Pretratamiento con el modulador
alostérico positivo de mGIURS SIN 006; (hidrocloruro de N-ciclobutil-6{2-(3-fluorofenil)etinil]-3-
piridinacarboxamida); VU0360172, una hora antes del tratamiento con SIN 007 durante 6 dias. Fig. 2E y 2F: Al
alojar ratones en un ambiente enriquecido durante 5 dias después del accidente cerebrovascular, se mejora la
recuperacién de la funcién cerebral, un efecto que se elimina con un tratamiento concomitante con SINO06
(Fig. 2E), pero se mejora alin méas con el tratamiento concomitante con SINOO7 (Fig. 2F), respectivamente.

la Fig. 3A-D ilustran el efecto de los NAM acetilénicos de mGIuR5 disponibles por via oral de los compuestos
sobre la recuperacién funcional después de un accidente cerebrovascular. Fig. 3A: Efecto de SIN 008 [6-Fluoro-
2-[4-(piridin-2-il)-3-butinillimidazo[1,2-a]piridina, ADX 70084] sobre la recuperacién funcional en la rata. Fig. 3B:
Efectos de SINO011 ([3aS,5S,7aR]-5-hidroxi-5-(m-toliletinil)octahidro-1H-indol-1-carboxilato de metilo,
mavoglurant) y, Fig. 3C:, el efecto de dos dosis de SIN013 ([2-cloro-4-((2,5-dimetil-1-(4-(trifluorometoxi)fenil ))-
1H-imidazol-4-il)etinil)piridina, CTEP) sobre la recuperacién funcional en el ratén. Fig. 3D: El efecto de SINO13
sobre la recuperacién funcional de ratas de tipo salvaje e inactivaciéon génica (KO) de mGIuRS. Fig. 3E: El
efecto de SIN014 [2,5,-dimetil-1-[4-fluorofenillimidazol-4-illetinil]piridina, (RG7090, Basimglurant)) de la
recuperacién funcional después de un accidente cerebrovascular en el ratén. Fig. 3F: Efecto de SIN0O17 (3-
fluoro-5-(5-((2-metiltiazol-4-il)etinil)piridin-2-il)benzonitrilo, STX107) sobre la recuperacién funcional en el ratén.

la Fig. 4A: El efecto de SIN 010 [1-(3-clorofenil)-3-(3-metil-5-oxo-4H-imidazol-2-il)urea, fenobam) sobre la
recuperacién funcional en la rata a 1 semana y 2 semanas después del accidente cerebrovascular.

la Fig. 4B: El efecto aditivo del tratamiento con SINO10 sobre el efecto de mejora de la recuperacién del
alojamiento enriquecido en ratas.

la Fig. 4C: El efecto de SIN 015 [3-fluoro-5-(3-(5-fluoropiridin-2-il)-1,2,4-oxadiazol5-il)benzonitrilo] sobre la
recuperacién funcional después de un accidente cerebrovascular en la rata.
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Ejemplos

Los siguientes ejemplos se dan con el fin de ilustrar la invencién y, en particular, realizaciones especificas de
la misma.

Ejemplo 1: Efectos de un alquino prototipico NAM de mGIuR5, SIN007, sobre la recuperacién funcional
después de un accidente cerebrovascular en la rata.

Procedimientos experimentales

Animales. Todos los experimentos se llevaron a cabo con la aprobacién de la junta de revisién de animales de
Malmé-Lund y de acuerdo con las pautas de ARRIVE. Los animales se alojaron en condiciones de luz inversa
y las pruebas se realizaron durante el periodo de oscuridad cuando las ratas estan activas. Los experimentos
se llevaron a cabo en ratas macho Sprague Dawley (11 semanas de edad, Charles River, Scanbur A/S
Karlslunde, Dinamarca). Los estudios fueron sometidos a aleatorizacién y se realizaron de forma ciega para
los investigadores que realizaron las cirugias y la evaluacién conductual.

Materiales. (3-[(2metil-1,3-tiazol-4-il)etinil]piridina, MTEP) fue sintetizada por Beijing Honghui Meditech Co., Ltd,
(Pekin, China) y la estructura se confirmé mediante H'-RMN. Se disolvié en Tween 80 al 0,3 % en solucién
salina.

Administracién del compuesto. El compuesto se inyectd como una dosis en bolo de 1 ml/kg en el cuadrante
inferior del abdomen.

Accidente cerebrovascular experimental. Los animales fueron anestesiados con isoflurano (aproximadamente
al 2 % en Oz bajo ventilacion espontanea) y colocados en un marco estereotaxico. La temperatura se controlé
durante la cirugia usando una sonda de temperatura rectal y los animales se mantuvieron a 37,0-37,5 0,2 °C
por medio de una almohadilla térmica con control de retroalimentacién. Se realizé una incisién cutdnea sagital
y se eliminé el tejido conectivo subcutaneo y se secd el crdneo. Posteriormente, se infundié el colorante
fotosensibilizador rosa de Bengala (0,5 mL a 10 mg/mL) en la vena de la cola. Dos minutos después de la
inyeccion, el craneo se iluminé con luz fria (Schott, KL 1500 LCD) en un area de 8 a 4,5 mm durante 15 min
(de +4 a -4 mm anteroposterior y de 0,5 a 5 mm en el lado izquierdo del bregma). A continuacién, se suturaron
las incisiones en la cola y el cuero cabelludo y las ratas se transfirieron a su jaula. El déficit funcional se evalué
2h después del inicio del accidente cerebrovascular usando la prueba de colocacidn de las extremidades y solo
se utilizaron para el estudio los animales que tenian una puntuacién de 0, tanto para las extremidades
anteriores como para las posteriores contralaterales al hemisferio cerebral dafiado.

Prueba de funcién neuroldgica. La prueba de colocaciéon de las patas. El dafio cortical infligido por la
fototrombosis provoca un déficit debido a la pérdida neuronal en el area sensoriomotora y depresién de
funciones en las redes neuronales cercanas a la lesién. Esto se manifiesta por una pérdida de respuesta en la
prueba de colocacidn de las patas. Esta prueba proporciona informacion sobre la respuesta tactil/propioceptiva
a la estimulacién de las extremidades. Los animales se colocaron con las 4 patas sobre la mesa y las patas a
probar a lo largo del borde. La rata se movid sobre el borde para que las patas a probar perdieran el contacto
con la superficie de la mesa. Se evalud la capacidad de los animales para colocar la extremidad nuevamente
sobre la superficie de la mesa cuando la rata se movia hacia el borde. Es importante destacar que la cabeza
se mantuvo en un angulo de 45°, de modo que se evitd la estimulacién visual y del bigote/hocico. La colocacidn
réapida de la extremidad sobre la mesa se puntué como 1. La colocacién incompleta de la extremidad se puntud
como 0,5 y la extension completa de la extremidad y la pata se puntué como 0. Con el fin de obtener grupos
con un déficit funcional similar antes del tratamiento de los animales con farmacos o vehiculo, la clasificacién
selectiva se realizé el dia 2 después del accidente cerebrovascular experimental, un punto de tiempo de
recuperacién en el que el desarrollo del infarto habia disminuido. Por lo tanto, sélo los animales que mostraron
un déficit severo en la colocacién de la pata (puntuacién = 0) ingresaron en los estudios.

Recogida de tejidos. Los animales fueron anestesiados profundamente (isoflurano) y fijados por perfusiéon con
una solucién de paraformaldehido (PFA) al 4 %. Los cerebros se recogieron y se sumergieron en una solucién
de PFA al 4 % durante 4 h, luego se transfirieron a una solucién tampén de fosfato de sacarosa al 25 %
(NaH2PO4 0,1 M, NazHPO4 0,1 M) y se almacenaron a 4 °C. Luego, se cortaron los cerebros en rodajas de 30
pm utilizando un microtomo y se guardd una rebanada cada 1 mm para medir el tamafio del infarto. Las demas
se conservaron para inmunohistoquimica e inmunofluorescencia. Todas las rodajas se almacenaron en una
solucién anticongelante (etilenglicol al 30 %, glicerol al 30 %, NaH2PO4 0,01 M, Na2HPO4 0,03 M) a -20 °C.

Inmunohistoquimica. Se lavaron rodajas de cerebro que flotaban libremente tres veces en PBS (solucién salina
tampédn fosfato) y se inactivaron en H202 al 3 % y MetOH al 10 % durante 15 minutos. Después de lavar en
PBS, las secciones se bloquearon con una solucién de bloqueo (suero de burro normal al 5 %, Jackson
ImmunoResearch, Reino Unido y Triton X-100 al 0,25 % en PBS) durante una hora a temperatura ambiente.
Las secciones se incubaron durante la noche a 4 °C con un anticuerpo monoclonal de ratén anti-NeuN
(A60/MAB377, Millipore) a una dilucién de 1:1.500. Después de tres enjuagues con suero de burro normal al 1
% y Triton X-100 al 0,25 % en PBS, las secciones se incubaron con anticuerpos biotinilados secundarios
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apropiados (burro anti-conejo/ratén, Vector Laboratories, EE. UU.) a una dilucién de 1:400 en solucién de
bloqueo durante 90 minutos a temperatura ambiente (RT). La visualizacién se logré mediante el kit Vectorstain
ABC (Vector) utilizando tetrahidrocloruro de 3,3-diaminobencidina (DabSafe, Saveen Werner, Suecia), NiCl al
8 % y H20z al 3 %.

Mediciones de infarto. Las imagenes de campo brillante se adquirieron utilizando un microscopio Olympus
BX60 (Solna, Suecia). Se escanearon doce rodajas con una separacién de 1 mmy se delinearon y midieron el
area no lesionada del hemisferio infartado y el hemisferio contralateral no lesionado utilizando el software de
imagenes (Instituto Nacional de Salud, EE. UU.). El volumen del infarto (mm3) se determiné restando el area
del hemisferio ipsilateral no lesionado de la del hemisferio contralateral intacto y se calculé mediante integracién
volumétrica para cada animal.

Resultados

El efecto del tratamiento diario durante 5 dias con SINOO7 (5 mg/kg i.p.) o vehiculo (Tween 80 al 0,3 % en
solucién salina) comenzando 2 dias después del accidente cerebrovascular en la puntuacién de colocacién de
la pata evaluada 14 dias después del accidente cerebrovascular se muestra en la figura 1A. Hubo una
recuperacién casi completa de la funcién de colocacién de la pata en el grupo tratado con SINOO7 (n=7) en
comparacién con el vehiculo (n=5) (p<0,001, prueba de Mann Whitney). La Figura 1B muestra el tamafio medio
del infarto de los animales incluidos en la figura 1A. El tamafio del infarto fue de 18,8 +2,5 mm? en los animales
tratados con vehiculo y de 19,5 4,6 mm3 en los animales con SINOO7. No hubo diferencias en el tamafio del
infarto entre los grupos con vehiculo y tratados. La Figura 1C muestra el curso temporal de la recuperacion de
la funcién. Se requieren al menos 4 dias de tratamiento con SINOO7 para obtener un efecto del tratamiento y
14 dias para obtener el maximo efecto del tratamiento (SINO07, s2-s7, n=11; Vh, v2-7, n=11; SIN007, s14, n=7;
Vh, v14, n=5). La Figura 1D muestra el efecto de 5 dias de tratamiento con SINOO7 (n=4) y seguidos de un
periodo de recuperacién sin tratamiento con SINOO7 (SINOO7/sin). La recuperacién de la funcién proporcionada
por el tratamiento de 5 dias con SINOO7 persiste durante al menos 7 dias después de la finalizacién del
tratamiento. Tomados en conjunto, los datos demostraron que el tratamiento diario con el NAM de mGIuRS
comenzando 2 dias después del accidente cerebrovascular durante al menos 4 dias y preferiblemente 14 dias
proporciona una recuperacidn persistente de la funcién cerebral sin proporcionar proteccién cerebral. Por lo
tanto, SINOQO7 proporciona la recuperacién de la funcién de las redes neuronales cerebrales que estén
deprimidas. pero no dafiadas por el accidente cerebrovascular.

Ejemplo 2. Efecto de un alquino prototipico NAM de mGIuRS5, SIN007, sobre la recuperacién funcional
después de un accidente cerebrovascular en el ratén.

Procedimiento experimental

Animales. Todos los experimentos se llevaron a cabo con la aprobacién de la junta de revisién de animales de
Malmé-Lund y de acuerdo con las pautas de ARRIVE. Los experimentos se llevaron a cabo en ratones macho
C57/BL6E (8 semanas de edad, Charles River Scanbur A/S Karlslunde, Dinamarca). Los estudios fueron
sometidos a aleatorizacion y se llevaron a cabo de forma ciega para los investigadores que realizaron las
cirugias y la evaluacién conductual.

Los materiales fueron como en el Ejemplo 1 y la administracién del farmaco se realizé como en el Ejemplo 1.
Ademas, el modulador alostérico positivo (PAM) para el receptor mGluR5 fue SINOO6 (Hidrocloruro de N-
ciclobutil-6-[2-(3-fluorofenil)etinil]-3-piridinacarboxamida; VU0360172).

Induccién de accidente cerebrovascular en el ratéon. Los ratones fueron sometidos a un infarto cortical
fototrombético (PT) unilateral en la corteza sensoriomotora izquierda. Durante la cirugia, la temperatura
corporal de los animales se mantuvo a 37 °C usando una almohadilla térmica autorregulable. Los animales se
anestesiaron usando isoflurano al 1,5-2,5 % (Sigma) en Oz al 100 %. Se hizo una incisién en la piel sobre el
craneo; se conecté un haz de fibra 6ptica con un didmetro de apertura de 2,5 mm a una fuente de luz fria (CL
1500 ECO, Zeiss, Alemania) y se ajust6 a las coordenadas estereotaxicas de la corteza sensoriomotora, 0,5
mm anterior al bregma y 1,5 mm lateral a la linea media. Se administré una inyeccién intraperitoneal (i.p.) de
0,25 ml de rosa de Bengala (10 mg/ml en solucién salina al 0,9 %; Sigma-Aldrich, Alemania) 5 min antes de
que se encendiera la luz durante 20 minutos. Se tuvo cuidado de no exceder los 38 °C en la superficie del
craneo, debajo del haz de fibra 6ptica. Después de la cirugia, a los animales se les permitié despertarse de la
anestesia mientras estaban sobre una almohadilla térmica y regresaron a las jaulas con libre acceso a bolitas
de comida y agua.

Alojamiento enriquecido. Es bien sabido que alojar roedores en un ambiente enriquecido estimula los diversos
sistemas sensoriomotores del cerebro, mejorando la recuperacién después de un accidente cerebrovascular
experimental. El alojamiento enriquecido se logré mediante el siguiente procedimiento. Después de la
clasificacion selectiva el dia 2 después del accidente cerebrovascular, los ratones se distribuyeron
aleatoriamente en jaulas estandar (STD, 17 cm x 16 cm x 34,5 cm) o enriquecidas (EE, 30 cm x 27 cm x 43
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cm). Las jaulas enriquecidas de varios niveles estaban equipadas con objetos de varios colores, tales como
taneles de pléstico, casitas, toboganes y ruedas para roedores; la disposicién de los objetos se cambiaba cada
dos dias. Los ratones se alojaron en jaulas estandar (2 animales/jaula) o enriquecidas (6-8 animales/jaula)
durante 12 dias. Los animales en jaulas estandar fueron manipulados de manera similar excepto por las
condiciones de alojamiento.

Prueba de colocacidn de las patas. Se sostuvo al ratén a lo largo de su extensién rostro-caudal en el borde de
un banco y se empujaron suavemente las patas delanteras y traseras unilaterales. La colocacién de cada pata
se registré cuando el ratén se movia hacia el borde. La disfuncién sensoriomotora se evalué utilizando una
puntuacién de 1, 0,5 y 0: (1) - la pata se coloca inmediatamente sobre la superficie de la mesa; (0,5) - la
extremidad se extiende, pero con algunos movimientos e intentos de colocar la pata en la superficie de la mesa;
(0) - la pata esta totalmente inmovilizada, colgando hacia abajo, sin movimiento. Con el fin de obtener grupos
con un déficit funcional similar antes del tratamiento de los animales con farmacos o vehiculo, se realizé una
clasificacion selectiva el dia 2 después del accidente cerebrovascular experimental, un punto de tiempo de
recuperacién en el que el desarrollo del infarto habia disminuido. Por lo tanto, sélo los animales que mostraron
un déficit severo en la colocacién de la pata (puntuacién = 0) ingresaron en los estudios.

Los animales se perfundieron y se inmunotifieron como en el Ejemplo 1, y el tamafio del infarto se evalué como
en el Ejemplo 1.

Resultados

El efecto del tratamiento diario de ratones con SIN 007 (5 mg/kg i.p.) durante 5 dias comenzando 2 dias
después del accidente cerebrovascular se muestra en la figura 2A. Se observa un fuerte efecto potenciador de
la recuperacién en los animales tratados con SINOO7 (n=6) en comparacién con los animales tratados con
vehiculo (n=9) (p<0,01, Mann-Whitney). La recuperacién no estéd asociada con la proteccién cerebral ya que el
tamario medio del infarto fue el mismo en los dos grupos. El infarto fue de 7,9 1,5 mm?3 en el grupo de vehiculo
y de 8,9 £ 0,9 mm?3 en el grupo tratado con SINOQ7, Figura 2B. Si el tratamiento se retrasa y se inicia 10 dias
después del accidente cerebrovascular (n=5), la recuperaciéon de la funcién es la misma que cuando el
tratamiento se inicia 2 dias después del accidente cerebrovascular (n=4), figura 2C, (Vh, n=8) (** indican
p<0,01, Prueba de Kruskal Wallis). Para demostrar que el efecto potenciador de la recuperacién de SINOO7
esta mediado por la inhibicién del receptor mGIuRS5, los ratones fueron tratados diariamente con un modulador
alostérico positivo de mGIuRS, SIN006 (30 mg/kg p.o.), comenzando dos dias después del accidente
cerebrovascular y 1 hora antes del tratamiento con SIN 007 (5 mg/kg i.p.) (*indica p<0,05, **p<0,01, prueba de
Kruskal-Wallis), figura 2D. La puntuacién de la colocacién de las patas se evalué después de 5 dias de
tratamiento. Los animales tratados con SINOO7 (n=5) recuperaron la funcién de las patas en comparacién con
los animales tratados con vehiculo (n=6) como también se muestra en las figuras 2A. Sin embargo, los animales
tratados con SINO06 (n=5) antes de SINOO7 no recuperaron la funcidén. La importancia de la inhibicién del
receptor mGIuR 5 para la recuperacién de la funcién cerebral después de un accidente cerebrovasculartambién
se muestra en un paradigma experimental en el que la funcién cerebral se mejora por medios fisicos, colocando
a los animales en un ambiente enriquecido. La recuperacién mejorada de la funcién evidente en animales
alojados durante 5 dias en un ambiente enriquecido después del accidente cerebrovascular (n=7) en
comparacién con aquellos en alojamiento estandar (n=3), figura 2E, se bloquea completamente mediante el
tratamiento concomitante con el agonista de mGIuRS, SINO06 (30 mg/kg p.o., (n=4)). Esto demuestra
nuevamente la implicacién de los receptores mGIURS5 en la recuperaciéon de la funcién cerebral después de un
accidente cerebrovascular (n=4) (*indica p<0,05, prueba de Kruskal-Wallis). Ademas, el tratamiento con
SINOO7 (1 mg/kg, i.p. diariamente durante 3 dias, n=5) mejora moderadamente la recuperacién de la funcién,
casi en el mismo grado que se observa en ratones alojados en un ambiente enriquecido (EE) (n=7). La
combinacién del tratamiento de SINOO7 (1 mg/kg, i.p. durante 3 dias, n=5) con alojamiento en un ambiente
enriquecido, mejora significativamente la recuperacion, lo que indica un efecto aditivo de NAM de mGIuRS con
el entrenamiento sensorimotor.

Ejemplo 3. Efecto de los alquinos NAM de mGIuR5 disponibles por via oral, SINO08, SIN011, SIN013,
SIN014 y SIN017, sobre la recuperacion funcional después de un accidente cerebrovascular.

Procedimientos experimentales

Animales. Las ratas eran como en el Ejemplo 1 y los ratones como en el Ejemplo 2. Las ratas KO para mGIuR5
con el gen mGIuRS inactivado eran de SAGE, Research Labs, Boyertwon, PA, EE. UU.

Materiales. SINOO8 (6-Fluoro-2-[4-(piridin-2-il)-3-butinillimidazo[1,2-a]piridina, (ADX49621, dipraglurant),
SIN013 [2-cloro-4-[2- [2,5,-dimetil-1-[4-(trifluorometoxi)fenillimidazol-4-illetinil]piridina, (CTEP)), SINO14 [2,5,-
dimetil-1-[4-fluoro-fenillimidazol-4-il]etinil]piridina, (RG7090, Basmiglurant)), SIN017 (3-fluoro-5-(5-((2-
metiltiazol-4-il)etinil)piridin-2-il)benzonitrilo (STX107)) fueron todos sintetizados por Beijing Honghui Meditech
Co., Ltd, (Pekin, China). SINO11 Ester metilico del &cido (3aR,4S,7aR)-octahidro-4-hidroxi-4 [2-(3-
metilfenil)etinil]-1H-indol-1-carboxilico, (AFQ056, Mavoglurant)) era de Sv chembiotech, Edmonton, Canada.
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Las estructuras de todos los compuestos se confirmaron por H'-RMN vy la pureza fue > 97 %. SINO11 se
suspendié en hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC) al 0,5 % en agua destilada y SINOO8 en 2-
hidroxipropilciclodextrina al 20 % en agua destilada, y SINO17, SINO13 y SINO14 en Tween80 al 0,3 % en
solucién salina. Los compuestos suspendidos en el vehiculo se sonicaron durante 15 minutos con el fin de
obtener una suspensién estable.

Administracién de los compuestos. Los compuestos se administraron por via oral (p.o.) mediante catéteres
colocados en el estbmago. La cantidad de soluciones fue de 0,2 ml/rata y 0,1 ml/raton.

La induccién del accidente cerebrovascular se realizé como en el Ejemplo 1 para ratas y como en el Ejemplo
2 en ratones. La evaluacion de la funcién neurolégica se realizé como en el Ejemplo 1 para ratas y como en el
Ejemplo 2 para ratones. Los animales se perfundieron y se inmunotifieron como en el Ejemplo 1, y el tamafio
del infarto se evalu6 como en el Ejemplo 1.

Resultados

El tratamiento con SINO08 (ADX48621, dipraglurant, 30 mg/kg p.o. en solucidén de 2-hidroxipropilciclodextrina
al 20 %; n=4)) o vehiculo (n=7) durante 5 dias mejoré significativamente la funcién neurolégica cuando el
tratamiento comenzé 2 dias después del accidente cerebrovascular en la rata, Figura 3A.

El efecto de la administracién diaria de SIN 011 (mavoglurant) (30 mg/kg p.o.) o vehiculo (HPMC al 0,5 %) a
ratones, sobre la funcién de colocacidn de las patas después del accidente cerebrovascular se muestra en la
figura 3B. El tratamiento comenzé 2 dias después del accidente cerebrovascular y continué durante 5 dias. No
se observé recuperacién en el grupo de vehiculo (n=5), mientras que se observé una recuperacion significativa
de la funcidn de las patas en el grupo de tratamiento (n=5) (p<0,01, Mann-Whitney).

La Figura 3C muestra el efecto de la administracién de SIN013 (CTEP) (2 mg/kg cada 48 h (SINO13(l) (n=5) o
2 mg/kg diariamente SINO13( h) (n=7)) o vehiculo (n=4). Los tratamientos comenzaron 2 dias después del
accidente cerebrovascular y continuaron durante 5 dias. Si bien no se observé ninguna mejora en la funcién
de las patas en el grupo tratado con vehiculo, ambos paradigmas de tratamiento proporcionan una mejora de
la funcién, que fue significativa en el régimen de dosis diaria de 2 mg/kg (p<0,05, Kruskal-Wallis). La mejora
de la recuperacién después del accidente cerebrovascular por SIN013 en el ratén, Figura 3C, se confirmé en
el modelo de accidente cerebrovascular en rata, Figura 3D. El tratamiento con SIN0O13 (2 mg/kg/dia p.o. en
Tween80 al 0,3 % en solucién salina, n=8) durante 5 dias mejor6 significativamente la funcién de colocacion
de las patas en comparacién con el grupo de vehiculo (n=11). El tratamiento se inicié6 2 dias después del
accidente cerebrovascular y continu6é durante 5 dias. En ratas KO para mGIuR5 (n=3) no se observé la
recuperacién estimulada por el tratamiento con SINO13 y el déficit fue similar al de las ratas de tipo salvaje
tratadas con vehiculo. Esto confirma la evidencia (figura 2D) de que el efecto estimulante de los NAM de
MGIuRS sobre la recuperacién de la funcién cerebral perdida después de un accidente cerebrovascular esta
mediado por el receptor mGIuRS5.

El tratamiento de ratones con SINO14 (basimglurant, RG7090; (1) 5 mg/kg p.o. y (h) 10 mg/kg p.o. en Tween al
0,3 % en solucién salina) durante 5 dias mejoré la recuperacion funcional en la dosis mas alta (10 mg/kg),
Figura 3E.

El tratamiento diario durante 5 dias con SINO17 (3 mg/kg en HPMC al 0,5 %, p.o. (n=3)) (STX107) también
mejoré la recuperacion de la funcién perdida en el ratdn en comparacién con el grupo de vehiculo (n=4), Figura
3F. El tratamiento con SINO17 comenzd 2 dias después del accidente cerebrovascular.

Ejemplo 4. El efecto de los NAM de mGIuR5 no alquinos, SIN010 y SINO15 sobre la recuperacién
funcional después de un accidente cerebrovascular

Procedimiento experimental

Los animales fueron como en los Ejemplos 1y 2.

SIN 010 [1-(3-clorofenil)-3-(3-metil-5-ox0-4H-imidazol-2-il)urea, fenobam] y SINO15 [3-fluoro- 5-(3-(5-
fluoropiridin-2-il)-1,2,4-oxadiazol5-il)benzonitrilo] fueron sintetizados por Beijing Honghui Meditech Co., Ltd,
(Pekin, China). Las estructuras de todos los compuestos se confirmaron por H'-RMN vy la pureza fue >97 %.
SIN10 se suspendié en 2-hidroxiciclodextrina al 20 % y SIN015 en HPMC al 0,5 %. Los compuestos
suspendidos en el vehiculo se sonicaron durante 15 minutos con el fin de obtener una suspensién estable.

La administraciéon de los compuestos se realizé6 como en el Ejemplo 3.

La induccién del accidente cerebrovascular, la evaluacién de la funcién neurolégica, la perfusion de los
animales, la inmunotincién y la evaluacién del tamafio del infarto se realizaron como en el Ejemplo 1.
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Resultados

SINO10 (fenobam) administrado diariamente p.o. (10 mg/kg p.o., n=12) durante 5 dias (SINO10(1 s), n=8) o
durante 12 dias (SINO10(2s), n=4, (Vh, n=4) mejora la funcién de recuperacién después de un accidente
cerebrovascular en la rata, Figura 4A. El tratamiento se inicié 2 dias después del accidente cerebrovascular.
Se observé una mejora de la funcién dependiente del tiempo que fue significativa después de 12 dias de
tratamiento en comparacién con el vehiculo. Se observa una mejora similar en ratones sometidos a un
accidente cerebrovascular que se tratan con SIN0O10 comenzando dos dias después del accidente
cerebrovascular, figura 4B. Ademéas, la combinacién de alojamiento enriquecido (n=5) con tratamiento diario
con SINO10 en ratones 2 dias después del accidente cerebrovascular mejora aln més la recuperacién en
comparacién con el tratamiento con Vh (n=5), EE solo (n=7) o SIN010 (n=5) solo, figura 4B. (a) denota p<0,05
Vh frente al tratamiento con SINO10, (b) tratamiento con SIN010 + EE frente a Vh, (c) tratamiento con SINO10
+ EE frente a SINO10 solo. Este resultado es similar al encontrado en el ratéon tratado con SINOO7 en
combinacién con alojamiento enriquecido, figura 2F, lo que sugiere fuertemente un efecto aditivo del
tratamiento de combinacién. SIN 015, 3-fluoro-5-(3-(5-fluoropiridin-2-il)-1,2,4-oxadiazol5-il)benzonitrilo
proporcionado en una dosis de 3 mg/kg (n=4) durante 5 dias, comenzando 2 dias después del accidente
cerebrovascular, mejord la recuperacion de la funcién, Figura 4C.
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REIVINDICACIONES

1. Un modulador alostérico negativo (NAM) del receptor metabotrépico de glutamato 5 (mGIuR5) para su uso
en el tratamiento de un dafio cerebral maduro, que es un dafio cerebral que no progresa mas y en donde la
muerte celular en el cerebro ha disminuido y el tratamiento neuroprotector ya no es efectivo, en donde dicho
dafio cerebral maduro ha sido causado por un accidente cerebrovascular, que ha resultado en un trastorno
posterior al accidente cerebrovascular que es una disfuncidén sensorial y motora.

2. EI' NAM para su uso segun la reivindicacién 1, en donde dicho NAM se selecciona del grupo que consiste
en:
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5
y sales y solvatos farmacéuticamente aceptables del mismo.

10
3. EI NAM para su uso segun la reivindicacion 1, en donde dicho NAM se selecciona del grupo que consiste
en:

15
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y sales y solvatos farmacéuticamente aceptables del mismo.

4. EI NAM para su uso segun la reivindicacién 1, en donde dicho NAM se selecciona del grupo que consiste
en:

y sales y solvatos farmacéuticamente aceptables del mismo.

5. EI NAM para su uso segun la reivindicacidén 1, en donde dicho NAM es

y sales y solvatos farmacéuticamente aceptables del mismo.

6. El NAM para su uso segln una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en donde dicho tratamiento debe
iniciarse una vez que un tratamiento neuroprotector ya no sea efectivo.

7. EI NAM para su uso segun la reivindicacién 6, en donde dicho tratamiento debe iniciarse una vez finalizado
el tratamiento neuroprotector.

8. EI NAM para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en donde dicho tratamiento debe
iniciarse no antes de 4 horas después de que se haya producido el dafio cerebral agudo inicial.

9. EI NAM para su uso segln una cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en donde el tratamiento se combina
con estimulacién magnética transcraneal, estimulacion eléctrica y/o terapias fisicas y conductuales.
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